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NRF2 と内耳との関連については、これまでに Nrf2 欠損マウスでは加齢性難
聴が早期に進行することが報告されている 13)。また、NRF2の標的遺伝子として、
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (Nqo1), heme oxygenase 1 (Ho-1), 
glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit (Gclc), glutamate-cysteine 



































野生型および Nrf2 遺伝子欠損(Nrf2-/-)マウス 25)を用いた。いずれのマウ
スも遺伝的背景は C57BL/6（Jackson Laboratory）とし、6-7週齢（体重 17-20g）
を用いた。マウスの PCR によるジェノタイピングに用いたプライマーは、Nrf2 
forward 5’-TGG ACG GGA CTA TTG AAG GCT G-3’, Nrf2–/– reverse 5’-GCG GAT




CDDO-Imは持田製薬より提供を受けた。DMSOで溶解し体重 1kg あたり 30 μ
molを腹腔内投与した。マウスの聴力測定実験における CDDO-Imの投与プロトコー
ルは図 4a に示した。有毛細胞損傷数の組織学的解析（図 5）では、強大音曝露の 6
時間前に CDDO-Imを投与し、強大音曝露の 7日後にサンプルを採取し解析した。定
量 RT-PCR 解析（図 3a）と NRF2のイムノブロッティング解析（図 3b, c）では CDDO-Im
投与の 6時間後にサンプルを採取した。4HNEの組織学的検討（図 6a）とイムノブ
ロッティング解析（図 6b）とグルタチオン定量解析（図 7）では、強大音曝露の 6




マウスは覚醒状態で強大音曝露用チャンバーに入れ、音圧レベル 96 dB SPL、
8-16 kHz のオクターブバンドノイズを 2時間曝露した。
ノイズはノイズジェネレーター（SF-06, Random Noise Generator; RION）
で作成した後、アンプ（D-75A; Crown）で増幅し、オーディオフィルター
（Multifunction Filter; NF Corporation）で周波数帯域を設定し、チャンバー内
の天井中央に取り付けたスピーカー（2446H; JBL）により出力した。音圧レベルは
実験ごとに音圧測定装置（2250L; Brüel & Kjær）で測定し確認した。
Ⅳ-４．マウスの聴力測定
マウスはケタミン（100 mg/体重 kg）、キシラジン（20 mg/体重 kg）の混合
液の腹腔内注射により麻酔した。聴性脳幹反応(ABR: Auditory brainstem 
responses)は TDT System 3 ワークステーションと BioSigRP ソフトウェア
（Tucker-Davis Technologies）を用いて解析した。4, 8, 12, 16, 32 kHzのトー
ンバーストに対する誘発反応の加算平均（1000回）を記録した。刺激音は各周波数、
100 dB SPL から 10 dB SPL まで 5 dB間隔で提示した。ABRの閾値は少なくとも 1
つの波形が再現性を持って確認される最小の音圧閾値とした。ABRの測定はマウス
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ごとに強大音曝露の前日と 4時間後と 7 日後の 3回測定した（図 1a, 4a）。強大音
曝露の 4時間後と 7時間後の聴力障害の程度については、それぞれの聴力閾値と強
大音曝露前の聴力閾値の差（Threshold Shift (dB)）を計算して評価した（図 1c, d, 
4b-e）。
Ⅳ-５．定量 RT-PCR解析
マウスは麻酔下に開胸し氷冷 10 mM リン酸緩衝生理食塩水（PBS）（pH 7.4）
で心潅流した後に断頭し、直ちに側頭骨を摘出した。氷上で蝸牛部分のみを分離し
RNA later (Life Technologies)液中で-80℃冷凍庫に保存した。その後、ISOGEN 
(Nippon gene)液中に蝸牛を移しビーズホモジナイザーで 15秒間ホモジネートした
後、遠心分離し上清から total RNA を精製し、逆転写酵素(ReverTra Ace, Toyobo)
を用いて cDNAを合成した。1サンプルあたり両側 2個の蝸牛を用いた。定量 PCR
解析は、SYBR Green システムに対しては Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems)および THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo)を用い、Taqman probe シ
ステムに対しては THUNDERBIRD Probe qPCR Mix (Toyobo) を用いて Applied 
Biosystems 7300 にて解析を行った。反応液 (25 μL) の濃度は SYBR Green システ
ムでは 400 nMのプライマーとし、Taqman probe システムでは 300 nM のプライマ
ーと 200 nMのプローブとなるように調整した。Thermal cycling コンディション
は 50℃2分、95℃10 分の加温の後、95℃15 秒と 60℃60 秒の 50サイクルとした。
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マウスの Nrf2, Nqo1, Ho-1, Gclc, Gclm, Txnrd1, Gapdh に対するプライマーとプ
ローブは表 1に記載した。
Ⅳ-６．組織学的解析
マウスは麻酔下に開胸し 10 mM PBS で心潅流した後、10 mM PBS(pH 7.4)で
希釈した 4%パラホルムアルデヒド（PFA）にて心潅流固定した。その後、断頭し直
ちに内耳を取り出した後、実体顕微鏡下に蝸牛内を 4% PFAにて外リンパ潅流して
から 4% PFA に浸し 4℃で一晩固定した。次に 10% EDTA 液に交換し 4℃で 2日間脱
灰した後,下記の各解析に用いた。
  Ⅳ-６-（１）内耳有毛細胞の損傷の定量
基底板の surface preparation を行った。つまり、PBSに浸した状態で脱灰
処理後の蝸牛を蝸牛軸に沿って 2分割し、さらに各回転に分割した後、外側壁・ラ
イスネル膜・蓋膜・ラセン板縁を切除しコルチ器を露出させた。サンプルを 0.3%
Triton X-100/Tris buffered saline (TBS)に室温 10分間浸した後、遮光条件で室
温 30分間 rhodamine-conjugated phalloidin (1:100, Invitrogen)で F-actinを染
色した。その後、0.1% Triton X-100/TBS（TBST）で 5 分間 x2回洗浄し、蛍光顕微
鏡(BZ-9000, Keyence) で撮影し BZ-H1 ソフトウェア (Keyence)を用いて観察した。
得られた画像から Photoshop CS4 (Adobe)を用いて頂回転端から基底回転端までを
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全て含む 1枚の画像データを作成し、ImageJ ソフトウェア(NIH) を用いてマウス
蝸牛の周波数マップを作成した。8.0, 11.3, 16.0, 32.0 kHzの各周波数帯に相当
する部位を各々400 μm ずつ有毛細胞の損傷数を計測し解析した。
  Ⅳ-６-（２）4HNE免疫染色
脱灰処理後の蝸牛を 10 mM PBS で希釈した 10%ショ糖溶液と 30%ショ糖溶液
に 4℃で各々一晩浸した後、Tissue-Tek O.T.C. Compound (Sakura Finetechnical)
中に実体顕微鏡で方向を確認しながら包埋し、液体窒素で冷却し凍結切片用ブロッ
クを作成した。クライオスタット(CM3000, Leica Instruments)を用いて切片（8 μ
m厚）を作成した。0.1% TBSTで洗浄した後, 3% bovine serum albumin/0.3% TBST 
で室温 30 分間ブロッキング処理をした。その後 unconjugated AffiniPure Fab 
fragment anti-mouse IgG (1:10, Jackson ImmunoResearch) を室温で 2時間反応
させた。次に 0.3% TBST で希釈した 1次抗体(抗 4HNE抗体; 1:400, JaICA. 抗 Myosin 
7a抗体; 1:500, Abcam) を 4℃で一晩反応させた。0.1% TBST で洗浄した後、蛍光
2次抗体(Cy3 anti-mouse; 1:500, Jackson ImmunoResearch, Alexa Fluor 488 
anti-rabbit; 1:500, Jackson ImmunoResearch)と核染色液
（4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 1:2,000)を遮光下に室温で 1時間反応
させ、共焦点顕微鏡 (LSM 780, Zeiss)で撮影し ZEN ソフトウェア (Zeiss)を用い
て観察した。共焦点顕微鏡では Plane-Neofluar40x/1.3 oil immersion 対物レンズ
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と、Blue-diode 405nm, Multi-Argon 458/488/511nm, DPSS 561nm のレーザーを使
用した。
Ⅳ-７．イムノブロット解析
マウスは麻酔下に開胸し、氷冷 10 mM PBS (pH 7.4)で心潅流した。断頭し
た後、内耳を摘出し速やかに-80℃冷凍庫に保存した。蝸牛 1個を 1サンプルとし
400 μLの RIPA buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.1% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 1mM dithiothreitol, and 1x complete protease 
inhibitor cocktail tablets (Roche)]を加えてビーズホモジナイザーで15秒間ホモジナイ
ズした。4°C で 15 分間遠心分離（12,000 rpm）した後、各サンプルあたり 250 μL
の上清を回収し、6x SDS sample buffer を加えて 95℃で 5分間加熱した。各サンプ
ルは 10%アクリルアミドゲルで SDS-ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)した
後、タンパクを PVDF メンブレン(Millipore)に転写した。メンブレンを 0.05% Tween 
20/TBS（TBST）で希釈した 5%スキムミルク液でブロッキングした後、1 次抗体（抗
4HNE 抗体 (1:100, JaICA) もしくは抗 NRF2 抗体 (1:100)26））を 4℃で一晩反応させ
た。TBSTで洗浄した後、1次抗体に抗4NHE抗体を用いたメンブレンにはhorseradish 
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 抗体 (1:2,000, Life Technology)を、1 次抗体に抗
NRF2 抗体を用いたメンブレンには horseradish peroxidase-conjugated anti-rat IgG 抗
体 (1:1,000)を室温で 30 分間反応させた。バンドは Chemi-Lumi One L (Nacalai 
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Tesque)を用いて検出し記録した。その後、各泳動レーンの蛋白量が同等であること
を確認するため、メンブレンを再度、抗 Tubulin マウスモノクローナル抗体(1:2,000, 





側 2個の側頭骨（蝸牛と前庭を含む、約 30 mg）とした。凍結サンプルに冷却メタノ
ールで希釈した 500 μL の 50 μM internal standard solution (Human Metabolome 
Technologies, Tsuruoka, Japan)を加えてホモジナイズした。このホモジネートに 500 μ
L クロロホルム と 200 μL Milli-Q 水を加えて均質化した後、4℃で 10 分間遠心分離
（750 g）し、水層を回収した。次にタンパクを除去するため Millipore 5-kDa フィルタ
ーにかけて 9,100 g で遠心分離し、回収した液体を凍結乾燥した後、25 μL Milli-Q
水に懸濁し CE-TOFMS 解析した。CE-TOFMS(Human Metabolome Technologies, 
Tsuruoka, Japan)解析は、Agilent 6210 time-of-flight mass spectrometer と Agilent 1100 
isocratic HPLC pump と Agilent G1603A CE-MS adapter kit と Agilent G1607A CE-ESI-MS 
sprayer kit を装備した Agilent CE Capillary Electrophoresis System と Agilent G2201AA 
Chem- Station software version B.03.01 for CE (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)を用
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いて行った。cationic 代謝物の分離と検出には以前の報告 27)と同様に、石英ガラス管
(50 lm i.d.; 980 cm total length) と cation 緩衝液 (Human Metabolome Technologies,
Tsuruoka, Japan) を使用した。サンプルは 50 mbar 圧で 10 秒間 (約 10 nL)注入した。
電圧は 27 kV に設定した。Electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) は positive 





象とした。加齢性難聴の影響を排除するため、対象年齢は 49歳から 50 歳とした。防
衛医科大学校と自衛隊中央病院の倫理委員会の承認のもと、被験者から書面での同意
を得た上でヘルシンキ宣言の指針に基づいて本研究を行った。純音聴力検査にはオー
ジオメーター(AA-79S, RION Inc., Tokyo, Japan)を用いた。被験者を 2 人の耳鼻咽喉科
医師が診察することで、感音難聴と伝音難聴を鑑別した。純音聴力検査の結果により、
研究対象者を良聴耳の 4 kHzの聴力が 20 dB hearing level (HL)以下のコントロール群







は TaqMan method (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA USA) を用いて、
LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
29)で行った。NRF2 遺伝子のプ
ロモーター領域の一塩基多型と騒音性難聴との相関についての統計学的解析には





































臓器では NRF2の活性化が認められている CDDO-Imの腹腔内投与法 30)-32)により、実
際に蝸牛での NRF2が活性化されるかを検討するため、CDDO-Imを腹腔内投与した 6
23




















与群は強大音曝露の 6時間前に一度だけ投与する pre 群と、強大音曝露の 6時間前
と 1日後と 3日後の合計 3回投与する 3 times 群と、強大音曝露の直後に一度だけ
投与する post群の 3群とした。各群 5-6匹のマウスを解析した。
野生型マウスでの結果を解析すると、強大音曝露 4時間後の短期障害につ
いては、いずれの CDDO-Im 投与群と偽薬群とで有意な差を認めなかったものの（図







さらに、この CDDO-Im投与による聴力障害の軽減効果が NRF2 に依存的であ
るかを検証するため、野生型マウスと Nrf2 遺伝子欠損マウス間で CDDO-Imを投与

















関連を検討するため、8.0, 11.3, 16.0, 32.0 kHzに相当する部位の有毛細胞損傷
数を定量評価した（図 5b）。各群 5-6匹のマウスを解析した。
野生型マウスと Nrf2遺伝子欠損マウスの比較では、Nrf2遺伝子欠損マウス
は野生型マウスと比較して損傷細胞数が多く、11.3, 16.0, 32.0 kHz の周波数帯域










































増加し、CDDO-Imは NRF2 依存的に 4HNE を減少した結果（図 6）と一致するものと
考えられる。
次に、グルタチオン総量（GSH + GSSG）に着目すると、Nrf2 遺伝子欠損マ











解析した（図 8）。rs6721961 の一塩基多型には、NRF2 の発現量が多い Gアレルと
NRF2の発現量が少ない T アレルが知られている 20)-22)（図 8a）。
まず 602人を純音聴力検査での 4kHzの聴力閾値を指標として、20dB HL以
29
上の騒音性難聴群（Case; 195 人）と 20dB HL 以下の正常聴力群（Control; 407 人）
に振り分けた。騒音性難聴群ではマイナーアレルである Tアレルのヘテロは 86/195
人、ホモは 17/195人であり、minor allele frequency (MAF)は 0.308 であった。
一方、正常聴力群では T アレルのヘテロは 152/407人、ホモは 26/407 人であり、
MAFは 0.250 であった。相関解析の結果、Tアレルと 4 kHz の聴力低下には統計学



































る。例えば、GSHや glutathione monoethylester(GSHE)や N-acetylcysteine(NAC)
はいずれも KEAP1-NRF2系の制御下にある化合物やその類似化合物である。さらに、
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図 1aは、強大音曝露および聴性脳幹反応（ABR: auditory brain stem response）
測定のプロトコールである。強大音曝露の前日に ABR を測定（Pre-exposure）し、
強大音を 2時間曝露した後、4時間後（4hrs post-exposure）と 7日後（7days 
post-exposure）に ABRを測定した。
図 1bは、強大音曝露前の ABR結果であり、グラフの縦軸は反応閾値を表す。
図 1cは 強大音曝露 4 時間後の ABR結果であり、図 1d は強大音曝露 7日後の ABR
結果である。グラフの縦軸は強大音曝露前と比較した反応閾値の変化量を表す。
データはマウス各群 8 匹の平均値±S.E.M.で表記した。




強大音曝露の 4時間後のマウス蝸牛組織から total RNA を抽出し RT-PCRにより
Nrf2と NRF2 の標的遺伝子群(Nqo1, Ho-1, Gclc, Gclm, Txnrd1)の発現量について
検討した。
データは３回の実験の平均値±S.D.で表記した。





















露の 6時間前と曝露 1日後と 3日後の合計 3回投与する“3 times”と、強大音曝
露の直後に一度だけ投与する“post”の 3つの方法を用いた。
図 4bと図 4cは、野生型マウスにおける CDDO-Imの各投与方法の効果を検討した
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結果である。図 4bは強大音曝露 4時間後の ABR結果であり、図 4cは強大音曝露 7
日後の ABR 結果である。
図 4dと図 4eは、野生型および Nrf2 遺伝子欠損マウスにおける CDDO-Im投与の
効果を検討した結果である。CDDO-Imの投与方法は、図 4cで効果を認めた”pre”
を用いた。図 4dは強大音曝露 4時間後の ABR結果であり、図 4eは、強大音曝露 7
日後の ABR 結果である。
データは各群マウス 5-6匹の平均値±S.E.M.で表記した。グラフの縦軸は強大音
曝露前と比較した反応閾値の変化量を表す。図 4bと 4d、図 4cと 4e の野生型マウ
スのデータは同じものであり、比較のために記載した。
WT: 野生型マウス、Nrf2-/-: Nrf2遺伝子欠損マウス、*: P< 0.05, ＊＊: P< 0.01
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図５．NRF2 欠損では、強大音曝露による内耳有毛細胞の損傷が大きい。
図 5aは、強大音曝露の 7日後の蝸牛より採取したコルチ器の surface 
preparation 画像である。矢頭は損傷した有毛細胞を示す。
OHCs: 外有毛細胞、IHCs: 内有毛細胞、スケールバー: 40 μm。
図 5bは、各周波数（8.0, 11.3, 16.0, 32.0 kHz）対応部位ごとの外有毛細胞の
損傷数を定量評価した結果である。データは各群マウス 5-6匹の平均値±S.E.M.で
表記した。
WT: 野生型マウス、Nrf2-/-: Nrf2 遺伝子欠損マウス、*: P< 0.05, ＊＊: P< 0.01
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図６．NRF2 活性化により、蝸牛の酸化ストレスが軽減する。






















図 8aは、ヒトの NRF2 プロモーター領域の一塩基多型（rs6721961）を表す。
図 8bは、陸上自衛隊員 602人を標準純音聴力検査での 4kHzの聴力閾値を指標に
して 騒音性難聴群(Case)と正常聴力群(Control)に分け、それぞれの群での NRF2
プロモーター領域の一塩基多型(G もしくは T allele)の頻度を解析した。P value
は相関解析により算出した。
MAF: minor allele frequency、OR: odds ratio、CI: confidence interval
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図９．ヒトの NRF2 プロモーター領域の一塩基多型と騒音性難聴リスクの相関。
NRF2 の発現量が少ないことが知られている NRF2 遺伝子プロモーター領域の









Gene Forward primer Reverse primer Probe
Gapdh
5’-GAGATGATGACCCT
TTTGGC-3’
5’-GTCGTGGAGTCTACT
GGTGTCTT-3’
-
Nrf2
5’-CAAGACTTGGGCCA
CTTAAAAGAC-3’
5’-AGTAAGGCTTTCCAT
CCTCATCAC-3’
5’-FAM-AGGCGGCTCA
GCACCTTGTATCTTGA-T
AMRA-3’
Nqo1
5’-AGCTGGAAGCTGCA
GACCTG-3’
5’-CCTTTCAGAATGGCT
GGCA-3’
5’-FAM-ATTTCAGTTC
CCATTGCAGTGGTTTGGG
-TAMRA-3’
Ho-1
5’-GTGATGGAGCGTCC
ACAGC-3’
5’-TTGGTGGCCTCCTTC
AAGG-3’
5’-FAM-CGACAGCATG
CCCCAGGATTTGTC-TAM
RA-3’
Gclc
5’-ATCTGCAAAGGCGG
CAAC-3’
5’-ACTCCTCTGCAGCTG
GCTC-3’
5’-FAM-ACGGGTGCAG
CAAGGCCCA-TAMRA-3
’
Gclm
5’-TGGAGCAGCTGTAT
CAGTGG-3’
5’-AAATCTGGTGGCATC
ACACA-3’
-
Txnrd1
5’-AGAAAGTGCTGGTC
TTGGATTTTG-3’
5’-ACACGTTCCTCCGAG
ACCC-3’
5’-FAM-TCTGGTCCCA
AGAGGAGTCGGTGTG-TA
MRA-3’
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